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Abstract
lEstrogcnic/AnticstrogcnicActiviticsofBcnzo[α]pyrcncMonohydroxyDcrivativcs
Bcnzo[α]pyrcnc(BaP),amaJorcnvironmcntalpollutant,ismctabolizcdjlMyoandproduccs
manyhydroxydcrivativcs・Thccstrogcnic/anticstrogcnicactiviticsofhydroxydcrivativcsofBaP
wcrcinvcstigatcdusingcompetitionbindingtohumancstrogcnreccptor(hER)uandhER6,and
thcgenccxprcssionassayofthcyeasttwo-hybridsystemBaPand5-OHBaPdidnotbindto
cithcrhER、ThCothcrmonohydroxydcrivativcsｂｏｕｎｄｔｏｂｏｔｈｈＥＲｓ・Thcsccompoundsbound
morcstronglytohER6thantohERq、Usingthcycasttwo-hybridassaysystcm,1-,2-,3-,and，‐
OHBaPinduccd6-galactosidascwithhERPThissuggcstcdthatthcsccompoundswcre
cstrogcnic、InthcprcsenccoflO，M176-cstradiol,8-OHBaPinhibitcdthcinductionof6‐
galactosidascBccausc8-OHBaPdidnotaffectccllgrowth,itappearcdtobcanantiestrogcn・
ThcprcscntstudyshowsthatmostofthcmonohydroxydcrivativesofBaPｂｉｎｄｔｏＥＲｓ,andscvcral
ofthcmhaveestrogenicoranticstrogcnicactivity
ZAssayofEstrogcnicCompoundUsingIntcractionofEstrogenRcccptorwithCoactivator
Sevcralsynthcticcompoundsactascndocrincdisruptcrs・Wedcvclopcdncwassaysystcmbascd
onligand-depcndcntintcractionbctwccncstrogenreccptorandcoactivatorl7β-cstradioldosc‐
dcpcndcnUyinduccdcoactivatorpcptidcbindingtocstrogcnrcccptor・Thccstrogcniccompound
suchasdicthylstilbcstcrol,nonylphcnolandbisphcnolAwcrcdctcctcdbythissystcmThissystcm
willbcagoOdassaysystcmfbrthcdctcctionofxcnocstrogcn．
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1.Benzo[a]pyrencとその水酸化体のエストロゲン/抗エストロゲン活性
【序論】内分泌撹乱物質は「動物の生体内に取り込まれた場合に、本来、その生体内で営
まれる正常なホルモン作用に影響を与える外因性の物質」と定義され、環境中には農薬、
工業排水あるいは排ガス等として放出されている。
エストロゲンは女性の二次性徴や生殖機能に必要不可欠なステロイドホルモンであるば
かりでなく骨代謝や血管系などにも働き多様な生理作用を示している。エストロゲンの生
理作用にはエストロゲンレセプター(ER)を介して引き起こされる。ヒトＥＲ(hER)には２つ
のサブタイプがあり、ｈＥＲａとhERβが存在する｡hERβの構造をｈＥＲａと比較するとＤＮＡ
結合ドメインは９６％と高い相同性を示す。リガンド結合ドメインの相同性は５３％と低い
が、立体構造は良く似ている。l7le-estradiolはｈＥＲａとｈＥＭ共に同程度の強い結合性を
示す。しかし、gcnistcinなどの植物エストロゲンや多くのエストロゲン様内分泌撹乱物質
はｈＥＲａよりｈＥＭに強く結合する。ｈＥＲａとhERβは似た生理作用を持つと考えられる
が、リガンドの結合性、転写活性化能などの相違認められ生理作用が異なっている可能性
もある。
内分泌撹乱物質の疑いのある化合物の一つに多環芳香族炭化水素(PolycyclicAromatic
Hydrocarbons;PAH)がある。ＰＡＨはディーゼル排ガス粉塵やタバコの煙など様々な燃焼過
程において生成され大気中に放出されている。このＰＡＨに含まれているBcnzo[α]pyrcnc
(BaP)は発ガン性物質として知られている。ＢａＰが呼吸などにより吸入され、体内に存在
する代謝酵素cytochromcP450(CYP)による代謝を受け水酸化体が生成させる。これらの構
造は17βcstradiolに似ており、エストロゲン活性を持つ可能性がある。
本研究で私は完全長のヒトエストロゲンレセプターα(hERα)およびhERβを用いて競
合結合法と酵母two-hybrid法によりＢａＰとその水酸化体のエストロゲン/抗エストロゲン
作用を系統的に解析した。
【方法】昆虫細胞で発現させたｈＥＲに[3Ｈ]‐１７β￣エストラジオールと試験化合物を加
えて競合結合実験を行った。
試験化合物のエストロゲン/抗エストロゲン活性を酵母two-hybrid法によって測定し
た。ＧＡＬ４ＤＮＡ結合領域融合ＥＲとGAL４活性化領域融合ＴＩＦ２をもつプラスミドを保持
した酵母に試験化合物を加え４時間培養後、発現したβ-ガラクトシダーゼを測定した。
抗エストロゲン活性は試験化合物の１７β-cstradiolによるβgalactosidasc誘導阻害で
評価した。
【結果・考察】競合結合法と酵母two-hybrid法を用いてＢａＰとその水酸化体のＥＲに対す
るエストロゲン/抗エストロゲン活性を調べた。ＢａＰとその水酸化体の結合の結果を図１
に、遺伝子発現実験の結果を図２に、抗エストロゲン活性の結果を図３に示した。ＢａＰと
5-ＯＨＢａＰはレセプターに結合せずｈＥＲａ、hERβ共にエストロゲン/抗エストロゲン活性
がなかった。その他のMonohydroxy-BaPは強弱はあるがｈＥＲに結合した。一般的傾向と
してこれらの化合物はｈＥＲａよりhERβに強く結合した。酵母two-hybrid法ではhERβで
１－，２－，３－とｇ－ＯＨＢａＰは遺伝子誘導を示した。８－ＯＨＢａＰは１７β-cstradiolによるβ‐
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図１．ＢａＰとMonohydroxy-BaPのユニストロゲンレセプターヘの結合
縦軸は[3H}l7B-estradiolの結合の割合(%)、横軸はに対する試験化合物の濃度比を示す。１fbldは5,Ｍ
である｡(a)17β-estradiol(●)４hydmxytamoxifen(◇),benzo[qlpylme(BaP)(○)JOHBaP(■),Z-OH
BaP(□),3-OHBaP(▲)and4-OHBaP(△).（b)17βestTadiol(●),S-OHBaP(○),6-OHBaP(■),7-OH
BaP(□)and8-OHBaP(▲).(c)17β-cstradioI(●),９－OHBaP(○),10-OHBaP(■),11-OHBaP(□)and
l2-OHBaP(▲)．
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図２．ＢａＰとMonohydroxy-BaPのER依存的遺伝子誘導発現
縦軸は試験化合物が誘導したβgaIactosidaseがONPGの分解によって呈した黄色の測定値、横軸は試
験化合物の濃度(M)を対数で示す。（a)176-estradiol(●),benzo[αlpyrene(BaP)(○)JOHBaP(■),2‐
OHBaP(□),3-OHBaP(▲)and4-OHBaP(△).①)17p-estradioI(●).S-OHBaP(Ｏ),6-OHBaP(■),7‐
OHBaP(□)and8-OHBaP(▲).（c)l7Destradiol(●),g-OHBaP(○),l0-OHBaP(■),l1-OHBaP(□）
andl2-OHBaP(▲）
-282-
hEＲＢhＥＲａ(a）０５ 0コ
４
３
●
●
０
０
（日■》恥『百口。
４
３
■
０
０
《曰■》、『マロ＠
２
ｓ
０
０⑰
0２ ｏｌｏ－ｇｌｏ５１０．７１ｏ心ｌｏ.ｓ
、ｃ、…ｍｄｏｎ“）
OlOplO-81O-710.010．s
cocce■mIic■⑭u）
DLS
４
３
●
●
０
０
（日■》、『マロ。
４
３
」
●
●
０
０
（日■》、『勺。。
0２、､２
に）０コ
ｏｌｏ－ｐｌｏ－８１ｏ－７１ｏ－６１ｏ－３
ｃｏ回丘､、首opOu）
olo-D1oclo-71o-6103
cmGmmIic□(Ｍ）
0コ
４
３
●
●
０
０
（日ロ）、ヨマロ。
４
３
●
●
０
０
（巳■》、『ゴロ。
0.2 0.2Cl0.9,0-810.710-6105olo-glo-81o-710.6105
cbpcG…ccn脚）cmoGnmE｡｡(M）
図３．ＢａＰとMonohydroxy-BaPの抗エストロゲン活性
縦軸は試験化合物が誘導したβgalactosidaseがONPGの分解によって呈した黄色の測定値、横軸は試
験化合物の濃度(M)を対数で示す。抗エストロゲン活性測定は1,Ｍの17β-estradiolのβ-gaIactosidase誘
導を試験化合物による阻害によって測定する。（a)4-hydroxytamoxifbn(OHTＸ◇),benzo[α】pyrene(BaP）
(○),1-OHBaP(■),Z-OHBaP(□),３－OHBaP(▲)and4-OHBaP(△）（b)ＯＨＴ(◇),S-OHBaP(○),6-OH
BaP(■),7-OHBaP(□)and8-OHBaP(▲）（C)ＯＨＴ(◇),g-OHBaP(○),l0-OHBaP(■),l1-OHBaP(□）
andl2-OHBaP(▲)．
galactosidasc誘導を抑制した。このことからhERβに対して１－、2-,3-とｇ－ＯＨＢａＰはエス
トロゲン活性があり、８－ＯＨＢａＰは抗エストロゲン活性があることが示唆された。
以上の結果からＢａＰの水酸化体の中にはエストロゲン活性や抗エストロゲン活性を示
すものがあった。その活性はｈＥＲａに比べてhERβに対して強く作用した。これらのアゴ
ニスト作用はNonylphcnolやBisphcnolAと同等の強さであることから、これらの化合物
には内分泌撹乱作用があると思われ注意が必要である。
２．コアクチベーターを利用した内分泌撹乱物質の検出法(LXXLL法)の検討
【序論】内分泌撹乱物質、いわゆる環境ホルモンはホルモン作用を撹乱し、生殖機能を阻
害したり、悪性腫瘍を引き起したりするなど生物に悪影響を及ぼす可能性が指摘されてい
る。これらの物質の検出法に競合結合法（リガンドのレセプターヘの結合を試験化合物が
競合的に阻害するのを測定する方法)、酵母two-hybrid法(酵母を用いてリガンド依存的な
エストロゲンレセプターとコアクチベーターとの相互作用を利用した方法)やMCF－７乳
癌細胞を用いたE-Scrccn（MCF-7がエストロゲンの濃度依存的に細胞増殖することを利
用した方法)などがある。競合結合法では感度が悪く、アゴニスト活性とアンタゴニスト
活性が区別することが出来ない。酵母two-hybrid法やE-Scrccnでは無菌操作が必要で施
設が限られてくる。我々は競合実験でない感度の高いｉｎｖｉｔｒｏの系が開発できないか検討
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した。
－０Ｕ・｡’エストロゲンレセプター（ER）に'ノガンドが結合するとコアクチベーターが結合し遺
伝子の転写を活性化する。このコアクチベーターとｍとの結合はコアクチベーター内の
LXXU(Ｌはロイシン、Ｘは任意のアミノ酸)という配列による。我々はＥＲとこのLXXLL
ベプチドとの結合を利用して環境ホルモンが検出できないか検討した。この新しい検出法
をLXXLL法と名付けた。
【方法】Ｎ末端をビオチンで標識したLXXLLを含むコアクチベーターベプチドを合成し、
これとｍとの結合がリガンド存在下で特異的に起こるかどうかを調べた。プレートにレ
セプターを固定化し、試験化合物とコアクチベーターベプチドを反応させた。ビオチンに
特異的に結合するストレプトアビジン標識ホースラデイッシュペルオキシダーゼ(HRP)を
結合させ、ＨＲＰの基質であるＴＭＢの発色を吸光度で測定した。
【結果・考察】LXXLL法の最適条件を検討した結果、ＳＲＯ１ペプチド、室温、Ｔｒｉｓ－ＨＣ１
ｐＨ７Ｓ､KC1150mMとした。この条件下で内分泌撹乱物質を測定した(図４)｡17β-estradiol
はＥＲａでl00pM、ＥＭで10,Ｍから検出する事ができた。また、LXXLL法はDES、
BisphcnolA、NonylphcnOlも検出することができた。エストロゲンのアンタゴニストであ
る４－OHTamoxifCnはこの検出系でエストロゲンによるレセプターとベプチドとの結合を
阻害したのでこの系でアンタゴニストも検出できることが示唆された。
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図４．ＳＲＣ１を用いた内分泌撹乱物質の検出
ＩＸＸＬＬ法の利点として次のようなことが挙げられる。
1.競合結合法では区別できなかったアゴニスト活性、アンタゴニスト活性が検出可能であ
る。
２.細胞を使わないため無菌操作を必要とせず施設の制限を受けない。
３．９６穴プレートを用いるため大量のサンプルを調べることができる点である。
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4.細胞に対して毒性を示す化合物についてもエストロゲン活性を調べることができる。
LXXLL法によって内分泌撹乱物質と呼ばれている化合物について検出することができ、
ホルモンの作用発現機構の検討にも有用である。
学位論文審査結果の要旨
１本論文は申請者が金沢大学薬学部微生物薬品化学研究室でディーゼル排ガス粉塵に含まれるベンゾ〔a〕ピ
レンとその水酸化誘導体の内分泌撹乱作用について行った研究とエストロゲン様活性を持つ化合物のin
vitroでの高感度検出法の開発を試みた研究をまとめたものである。
申請者はベンゾ〔a〕ピレンとその水酸化誘導体のエストロゲン活性を完全長ヒストロゲンレセプター(hER）
を使い，以下の二通りの方法で調べた。ｌ）昆虫細胞で増やしたレセプターとの結合。２）遺伝子組み換え酵
母を使った遺伝子発現。なお，ｈＥＲにはαとβの２種類があるのでそれぞれについて調べた。また，アンド
ロゲン活性も完全長ヒトアンドロゲンレセプター（hAR）を使い遺伝子組み換え酵母を使った遺伝子発現系で
調べた。
これらの化合物の中にアンドロゲン活性を示すものはなかったが，3-0Ｈ水酸化体のようにかなり強いエス
トロゲン活性を示すものや8-0Ｈ水酸化体のように抗エストロゲン活性を示すもののあることがわかった｡こ
れらの結果はベンゾ〔a〕ピレンが体内で代謝され内分泌攪乱物質として作用することを示唆する。
申請者はまた，酵母を用いた遺伝子発現系に代わるｉｎｖｉｔｒｏの系が開発できる.と大量の試料を迅速に調べ
ることができる等,利用価値が高いと考え,新しいinvitroの内分泌撹乱物質のアッセイ系の開発を試みた。
原理はエストロゲンがレセプターに結合するとコアクチベーターがこの中に含まれるLXXLLという配列を介
して結合する事を利用したものである。このアッセイ法でこれまで内分泌攪乱物質とされているものを検出
すること事ができることがわかった。さらに改良を加えれば内分泌撹乱物質のよいアッセイ系になると思わ
れる。
この論文は大気汚染物質の一つであるディーゼル排ガス粉塵に含まれるベンゾ〔a〕ピレンとその水酸化誘
導体の内分泌攪乱作用について系統的に調べたものである。また，内分泌攪乱物質のｉｎｖｉｔｒｏでの高感度検
出法の開発を試み，一応の成果を得た。研究内容もまとまっており博士論文に値すると判断する。
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